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l. SINTESIS DEL PROYECTO

1) Antecedentes: Las mutaciones en los genes breast cancer 1 y 2 (BRCA1/BRCA2)
predisponen al desarrollo de cancer, principalmente a través de la pérdida de capacidad de reparacion
de las rupturas de doble cadena del ADN (RDC-ADN). Estos genes juegan un papel clave en el
proceso de recombinacion homodloga (RH), el cual es un mecanismo de reparacion libre de errores,
del ADN. Cuando los genes de BRCA1/2 se encuentran mutados, ocurre la activacion de mecanismos
alternativos de reparacion (propensos a errores), favoreciéndose la inestabilidad genomica. Las
mutaciones somaticas ocurren con poca frecuencia en el cancer de mama esporadico," ? sin embargo
la expresion de los genes BRCA1/2 puede encontrarse sub-regulada de formas diversas, resultando en
una represion fenotipica.> Un fendmeno que se conoce como “BRCAness” ha sido descrito en
pacientes con cancer de mama esporadico que carecen de mutaciones germinales en BRCA1/2. En
estos pacientes, los tumores son fenotipicamente similares a aquellos con mutaciones germinales, ya
que manifiestan una inactivacion funcional de BRCA1/2 sin ser portadores de mutaciones
constitutivas, y podrian tener una susceptibilidad al tratamiento andloga a las pacientes con
mutaciones germinales.

Las mujeres con mutaciones germinales de BRCA son mas propensas a desarrollar cancer de mama,
ovario, y otros tipos de tumores debido a la incapacidad de reparar efectivamente el dafio al ADN.
Estas mutaciones son las responsables del 10% de los casos de cancer de mama, sin embargo
estudios recientes* han demostrado que este grupo de pacientes responden mejor cuando son tratados
con quimioterapia que dana directamente el ADN. Por otra parte, se ha demostrado la existencia de
un grupo de tumores no mutados que poseen asimismo un defecto en la reparacion del ADN o
“BRCAness” el cual es un fendmeno ocasionado por la metilacion del promotor de BRCA1/2, sub-
expresion del gen BRCAL, asi como otros mecanismos epigenéticos;’ este grupo tumoral se comporta
de una manera similar a aquellos con una mutacion germinal. Existe evidencia clinica que apoya el
uso de agentes quimioterapéuticos que danan el ADN en tumores con BRCAness. En la actualidad
no existe una prueba de laboratorio estandarizada que pueda detectar la existencia de BRCAness; no
obstante varios tipos de técnicas estan siendo desarrolladas con la finalidad de personalizar la
quimioterapia administrada en las pacientes con cancer de mama. Recientemente ha sido demostrado
que > 60% de las pacientes con Cancer de Mama Triple Negativo (CMTN) son portadoras de
tumores BRCAness positivos.®

Aproximadamente una quinta parte de los casos de CMTN progresan durante la Quimioterapia
Neoadyuvante (QT-NEO), especialmente aquellos tratados con Taxanos. Afiadir sales platinadas a la
QT-NEO significativamente mejora la tasa de Respuesta Patologica Completa (RPC) en pacientes
con CMTN. No obstante, atin es controversial si la quimioterapia basada en platino debe ser afiadida,
o sustituir a la quimioterapia convencional. La mayoria de las pacientes con CMTN BRCAness-
negativos logran una RPC mediante el uso de QT estdndar; sin embargo las pacientes con CMTN
que presentan el fenotipo BRCAness son mas propensas a desarrollar progresion de la enfermedad y
es precisamente este grupo el de peor prondstico.® Recientemente se ha demostrado que la terapia
adyuvante de alta dosis basada en Platino tiene una mayor efectividad que la quimioterapia
convencional en el tratamiento de tumores BRCAness positivos, no siendo asi para los tumores
BRCAness-negativos. Consecuentemente, para hacer mas eficiente la terapia y disminuir sus efectos
secundarios, el uso de sales platinadas en el tratamiento de CMTN debera realizarse basandose en el
estado de BRCAness tumoral antes que afadirlas de una manera generalizada al tratamiento de todas
las pacientes con CMTN. Diferentes trabajos demostraron que las pacientes portadoras de



mutaciones germinales de BRCA1/2 son sensibles a inhibidores de las proteinas PARP, encargadas
de la reparacion de las rupturas de cadena simple de ADN por medio del mecanismo de reparacion
de escision de bases. La inhibicion del PARP resulta en la deficiencia de la reparacion de rupturas de
cadena simple, evento que favorece la aparicion de rupturas de doble cadena que no pueden ser
reparadas. En el futuro, la determinacion del estado de BRCAness en el CMTN sera una valiosa
herramienta en la seleccion de pacientes candidatas a terapia con inhibidores del PARP.

2) Objetivo: Investigar si la presencia de BRCAness puede predecir la respuesta al tratamiento
con QT-NEO basada en Antraciclinas y Taxanos en pacientes con CMTN localmente avanzado.
Nuestro reto es encontrar la correlacion entre un perfil molecular especifico y la respuesta cinica de
las pacientes con CMTN. El proposito de nuestro estudio es el analizar el papel que juegan los
principales mecanismos epigenéticos, tales como la presencia de proteina de BRCA1/2, el nivel de
expresion de los genes de BRCAL/2 y el estatus de metilacion del promotor del gen BRCA1/2, en el
cancer de mama TN y su asociacion con el fenomeno de BRCAness.

3) Hipdtesis de investigacion: La hipermetilacion del DNA en el promotor del gen BRCAL, asi
como la sub-expresion BRCAL/2, conlleva a la disminucion de la expresion de estos genes,
contribuyendo al fenotipo BRCAness en pacientes con cancer de mama triple negativo. La presencia
de BRCAness en pacientes con CMTN se asociara a una respuesta diferencial al tratamiento con
Antraciclinas y Taxanos, mostrando una menor respuesta patolégica completa y una recurrencia mas
pronta que los pacientes con tumores BRCAness negativos.

1. MARCO TEORICO

1) Antecedentes del cancer de mama.

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea con diferentes caracteristicas clinicopatolégicas,
tipos de respuesta al tratamiento, y prondstico. El perfeccionamiento alcanzado en el desarrollo de
terapias blanco (anticuerpos monoclonales dirigidos contra HER-2/neu) ha ocasionado una diferencia
substancial tanto en la respuesta como en la sobrevida. A pesar de los avances clinicos significativos
cada afio mueren por cancer de mama 521,907 mujeres en el mundo,’ y aproximadamente 40,730 en
EUA.? Por lo tanto existe una necesidad imperativa de encontrar estrategias terapéuticas alternativas.

La clasificacion del cancer de mama se realiza en base a sus caracteristicas histopatologicas, asi
como las particularidades inmunohistoquimicas de los receptores hormonales (RE, RP) y HER2/neu.
No obstante las caracteristicas histopatologicas e inmunohistoquimicas no son suficientes para
entender la heterogeneidad del cancer de mama. La clasificacion molecular del cancer de mama tiene
como objetivo simplificar la heterogeneidad de esta enfermedad, mediante el uso de un abordaje
genomico; se recomienda identificar el fenotipo molecular porque favorece el avance en la
identificacion de biomarcadores y subgrupos de pacientes en la busqueda de terapias blanco, para
acercarse cada vez mas a la practica clinica ideal de la medicina personalizada.’ La clasificacion
molecular del cancer de mama (Tabla 1) mediante el uso de microarreglos de ADN, nos permite
distinguir seis subtipos: luminal A, luminal B, sobreexpresion de HER-2, fenotipo basal, normal
breast-like y claudin-low!%*? los cuales difieren en incidencia, respuesta a la terapia asi como
sobrevida.'3

SUBTIPO APROXIMACION INMUNOHISTOQUIMICA %
Luminal A RE+/RP+/HER2 NEG / Ki67 < 14% 40
Luminal B RE+/RP CUALQUIER VALOR / HER2 POS / CUALQUIER
(HER-2 POSTIVO) Ki67 20
Luminal B RE+/RP — (6 bajo) / HER2 NEG / Ki67 > 14%
(HER-2 NEGATIVO)
HER-2 Sobreexpresado RE- /RP-/HER2 POS 10-15
Basal RE- /RP-/HER2 NEG / Ki67 > 14% / EGFR+ / CK5+ / CK6+ | 15-20
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Normal breast-like RE—-/RP+/HER2+ 3-5

Claudin low RE- / Subexpresion de las proteinas de union estrecha 12-14
(Claudin 3, 4y 7) / E-cadherina baja.

Tabla 1. Subtipos moleculares del cancer de mama y porcentaje de presentacion.
a. Céancer de mama triple negativo

El CMTN comprende del 15-20% del céncer invasivo de mama, se caracteriza por ser
biologicamente agresivo, carece de una terapia estandarizada, ausencia de expresion de BCL2,
contenido elevado de P53 y un alto grado histologico.'* Alrededor de un 10-20 % de las pacientes
con CMTN tienen mutacion de BRCA1 mientras que la mutacion de BRCA2 es menos comun.
Debido a esta alta tasa mutacional, las guias de la NCCN 2015 recomiendan que las pacientes con
CMTN diagnosticadas a una edad de < 60 afos, sean valoradas por un Genetista para descartar
mutacion de BRCA1/2 sin importar la historia familiar ni raza.!> No se deben considerar sinonimos el
carcinoma triple negativo y el basal-like, ya que solo 49% a 71% de los CMTN son basal-like, y el
77% de los basal-like son triples negativos.!® El estandar de oro para el diagndstico de carcinomas
basal-like es el perfil de expresion genética, identificacion por IHQ de RE, HER-2, EGFR y CK
5/6+, los cuales tienen sensibilidad y especificidad variables.!’

El CMTN incluye diversos fenotipos histologicos asi como perfiles moleculares, con diferentes tipos
de respuesta al tratamiento.'® Aproximadamente 33% de las pacientes con CMTN de alto grado,
responderan adecuadamente a la QT-NEO basada en Antraciclinas y Taxanos y alcanzaran una RPC;
la cual se ha reportado como un marcador subrogado de la Sobrevida Global de pacientes con
CMTN.!": 20 Sin embargo, aproximadamente 20% de las pacientes con CMTN desarrollaran
progresion durante la QT-NEO, especialmente aquellas pacientes tratadas con Taxanos; siendo este
un grupo de mal prondstico.?"> > En la actualidad no existen estudios efectivos de diagndstico
(imagen, inmunohistoquimica, e histoldgicos) que permitan distinguir entre los grupos de CMTN
resistentes y los sensibles al tratamiento quimioterapéutico.

Las pacientes con CMTN tienen un mayor riesgo de recurrencia local y a distancia, las metéstasis
ocurren con mas frecuencia en cerebro y pulmones. La gran mayoria de las metastasis del CMTN
ocurren en los primeros 3 afios posteriores al diagnostico, y aquellas pacientes que no han recurrido
aun durante este periodo tienen una tasa de sobrevida similar en comparacion con las pacientes con
cancer de mama con RE-positivos.??

Estudios aleatorizados recientes han demostrado que el afadir Carboplatino a la QT-NEO basada en
Antraciclinas y Taxanos mejora la tasa de RPC en pacientes con CMTN.?* 25 Existen 2 meta-analisis
publicados, los cuales encontraron efectos similares en la tasa de RPC al agregar agentes platinados a
la QT-NEO.?® 27 No obstante, el afiadir Carboplatino a QT-NEO estdndar aumenta el indice de
efectos adversos, lo cual lleva a un incremento en la tasa de abandono al tratamiento asi como
modificacion de las dosis. Aun no esta claro si el uso de Carboplatino se deba afadir, o substituir a la
QT-NEO estandar en el CMTN; es por esto que es necesario el desarrollo de marcadores biologicos
que puedan predecir la respuesta a la QT-NEO estandar.

Las rupturas de cadena doble de ADN (RCD-ADN) son reparadas mediante el mecanismo de
recombinaciéon homologa, regulado por BRCA1/2 asi como por la union de extremos no
homologos.?® Las rupturas de cadena simple son reparadas mediante el mecanismo de reparacion de
escision de bases, el cual es regulado por poli-ADP ribosa polimerasa (PARP) 1 asi como por vias de
reparacion mediante escision de nucledtidos. Por consiguiente, los tumores con mutacion de BRCA
no tienen la capacidad de reparar las RCD-ADN que son inducidas por agentes quimioterapéuticos
tales como: alquilantes bifuncionales y sales platinadas. Los tumores con BRCA1/2 deficientes, son
hipersensibles a las terapias inductoras de RCD-ADN y probablemente también a los inhibidores del
PARP. 4,29-31




Se ha confirmado la existencia de un grupo tumoral que no tiene mutaciones en los genes de
BRCA1/2 y que posee defectos en la via de reparacion del ADN por recombinacion homdloga; este
grupo se comporta de una manera similar a aquellos con una mutacion documentada. Este fenomeno
se conoce como el fenotipo BRCAness.* ° En la actualidad no existe una prueba de laboratorio
estandarizada que pueda detectar la existencia de BRCAness; no obstante varios tipos de técnicas
estan siendo desarrolladas con la finalidad de personalizar la quimioterapia administrada en las
pacientes con CMTN. La valoracion del estado de BRCAness ha sido descrita recientemente
mediante el uso de Hibridacion Gendmica Comparativa en array (aCGH) 6 mediante la
Amplificacion de Sondas Dependientes de Ligandos Multiples (MLPA).3? Las pacientes con tumores
BRCAness tienen una sobrevida global mas prolongada cuando son tratadas con agentes alquilantes
en la adyuvancia.>?> Aunque las mutaciones germinales en BRCA1/2 han sido asociadas con < 15% de
CMTN.3% 34 La tasa reportada de BRCAness en pacientes con CMTN, mediante las técnicas de
aCGH y MLPA, es de 66 — 69%, en comparacién con 18% cuando se toman en cuenta todos los
subtipos de cancer de mama.?> 3> 3Por lo tanto es probable que el la valoracion del estado de
BRCAness sea util unicamente en aquellas pacientes con CMTN. El numero de pacientes que logren
beneficiarse de un régimen de quimioterapia personalizada (basada en Platino) y/o inhibidores del
PARP pude ser mayor valorando el estado de BRCAness en lugar del estado mutacional de BRCA1/2
unicamente.

Estudios preclinicos y clinicos emergentes, han demostrado que los tumores asociados con
deficiencia de BRCA tienden a ser resistentes a la quimioterapia basada en Taxanos.’* 3* Los tumores
mamarios de ratones portadores de mutacion de BRCA son resistentes a la Doxorrubicina y
Docetaxel pero no demuestran resistencia al Cisplatino.** Un estudio in vitro demostré la presencia
de resistencia al Taxano en una linea celular de cancer de mama con BRCA mutado.'®

b) Subtipos del cancer de mama triple negativo

El CMTN es una enfermedad clinicamente, patolégicamente y molecularmente heterogénea.
Lehmann y colaboradores identificaron seis diferentes subtipos de CMTN, mediante el analisis de
expresion genética de 386 casos; cada uno de ellos demostrando caracteristicas bioldgicas tnicas.'®
Es de vital importancia buscar nuevas dianas terapéuticas para el tratamiento de cada uno de estos
subtipos, ya que menos del 30% de las pacientes con CMTN metastasico tienen una sobrevida mayor
o igual a 5 afios. La sobrevida media de las pacientes con CMTN metastasico es de 13 meses, y
practicamente todas las pacientes con CMTN metastasico mueren de su enfermedad a pesar del
tratamiento sistémico.’” A la fecha no existe terapia blanco para el tratamiento del CMTN vy la
quimioterapia sistémica sigue siendo el estandar de tratamiento.

A pesar que los términos Triple Negativo y Tipo Basal (Basal Like) no son sinénimos,
aproximadamente 80% del CMTN (RE/RP/HER2 negativo) se clasifican como Tipo Basal. Los seis
subtipos de CMTN incluyen: dos Tipos Basales (BL1 y BL2), un tipo Inmunomodulador, un
Mesenquimal (M), asi como un tipo Células Madre Mesenquimales (MSL), y finalmente un subtipo
Receptor de Andrégeno Luminal (LAR) este ultimo se caracteriza por la presencia de receptores de
androgeno.'®

Recientemente en un trabajo publicado por el grupo de Masuda y colaboradores, realizé un analisis
retrospectivo de 130 pacientes con CMTN tratadas con QT/NEO basada en Adriamicina/Taxol.*® La
tasa de RPC fue del 28% sin embargo esta tasa demostré una variacion significativa respecto al
subtipo de CMTN. Se encontr6 hasta 52% de RPC para BL1; sin embargo los subtipos BL2, LAR y
MSL tuvieron la tasa de RPC mas baja (0%, 10% y 23%, respectivamente). Estos hallazgos, asi
como futuros estudios prospectivos, deberan servir como guias en la seleccion del tratamiento
quimioterapéutico de pacientes con CMTN en un afan de encontrar terapias blanco efectivas.



Liedtke y colaboradores establecieron que aquellas pacientes con cancer de mama que logren
alcanzar una RPC (ausencia de enfermedad residual en mama y axila) posterior al tratamiento con
QT/NEO tienen un buen resultado a largo plazo.*® Por el contrario, una alta carga tumoral residual
(CTR) encontrada en la pieza quirirgica y posterior al tratamiento ha demostrado una elevada
correlacion con recurrencia y muerte.** 4! De manera mas especifica, al menos 40% de las pacientes
con CMTN que no logran alcanzar una RPC post QT/NEO basada en Antraciclinas y Taxanos
tendran una recurrencia en los siguientes 36 meses.? Sin embargo, aproximadamente 30% del
CMTN tratado con QT basada en Antraciclinas y Taxanos tendrd una RPC posterior al tratamiento;
el lograr una RPC al tratamiento con QT/NEO en este grupo de pacientes ha demostrado ser un
fuerte factor pronostico positivo. Las pacientes con CMTN quienes completan QT/NEO y carecen de
evidencia clinica de enfermedad metastasica posterior al tratamiento quirargico, sin importar la CTR
usualmente se dejan en vigilancia sin algin tipo de tratamiento adyuvante. Esta conducta puede que
no sea apropiada para las pacientes que se encuentran en un riesgo muy elevado de recurrencia
temprana tales como aquellas con una alta CTR quimio-resistente. Sin embargo, el tratamiento
apropiado para aquellas pacientes es atin desconocido, y las estrategias terapéuticas individualizadas
utilizando quimioterapia neoadyuvante molecularmente dirigida a dianas tumorales especificas se
requieren con urgencia.

SUBTIPOS DE CANCER DE MAMA

SUBTIPO CARACTERISTICAS B TASA DE
POTENCIALES RPC®*®
BASAL LIKE 1 Ciclo Celular Elevado. Platino
Expresion deNgenes de respuesta de Inhibidores del 0.52
dafio al ADN. PARP
BASAL LIKE 2 Enriquecido en sefializacion de factores =~ Inhibidores de
de crecimiento asi como genes mTOR 0
mioepiteliales.
INMUNOMODULADOR  Compuesto por antigenos inmunes y Inhibidores de
genes involucrados en las vias inmunes PD-1/PDL-2 0.3
centrales y de citoquina, de
sefializacion y transduccion.
Infiltrado linfocitario tumoral.
MESENQUIMAL Expresion elevada de genes Inhibidores de
involucrados en la transicion epitelial- =~ Tirosin-quinasa 0.31
mesenquimal y vias de factor de (dasatinib) /
crecimiento. mTOR
CELULAS MADRE Expresion elevada de genes Inhibidores de
MESENQUIMALES involucrados en la transicion epitelial- PI3K /mTOR 0.23
mesenquimal y vias de factor de
crecimiento.
Expresion disminuida de genes
involucrados en la proliferacion.
RECEPTOR DE Expresion genética luminal Antagonistas de
ANDROGENO Activado por el Receptor de Androgeno RA 0.1
LUMINAL (RA). (bicalutamida)
Crecimiento lento. Inhibidores de
PI3K

Tabla 2. TB: TERAPIA BLANCO, RPC: RESPUESTA PATOLOGICA COMPLETA AL
TRATAMIENTO CON QT/NEO CONVENCIONAL BASADA EN ANTRACICLINAS Y

TAXANOS



El grupo de Burstein y colaboradores*” han subclasificado al CMTN mediante un anélisis
transcripcional con un menor nimero de pacientes (N: 84), en comparacion con el utilizado por
Lehmann. La clasificacion del Baylor College of Medicine del CMTN, los divide en cuatro grupos:
Receptor de Androégeno Luminal (LAR), Mesenquimal (MES), Tipo Basal Inmuno-Suprimido
(BLIS), Tipo Basal Inmuno-Activado (BLIA). De manera similar al estudio publicado por Lehmann,
las pacientes con CMTN con tumores que expresan caracteristicas de componente inmune tuvieron
el mejor resultado. Al comparar los dos estudios existe una evidente correlacion entre los subtipos:
MSL y MES, IM y BL1 con BLIA, M con BLIS y los dos subtipos LAR. El grupo Francés
encabezado por Jezequel y colaboradores,*® publicaron la subclasificacion del CMTN mads reciente
(N: 107) y la dividieron en tres diferentes tipos: C1, C2 y C3 los cuales se correlacionan con los
subtipos propuestos por Lehmann y Burstein.

ESTUDIOS QUE AVALAN LA SUBCLASIFICACION DEL CMTN
JEZEQUEL N=107 LEHMANN N=386 BURSTEIN N=84
Cl LAR LAR
C2 BL1/M BLIS
C3 M BLIA
MSL MES
BL2

Tabla 3. Estudios que avalan la subclasificacion del CMTN

La identificacion de los diferentes subtipos del CMTN, caracterizados por diversas vias biologicas
asi como diferentes tipos de respuesta a la quimioterapia sistémica es fundamental para lograr la
administracion de un tratamiento personalizado en el CMTN. En conclusion, los datos presentados
respecto a la subclasificacion del CMTN demuestran que:
A) Existen al menos de 3 a 6 subtipos de CMTN.
B) Los subtipos transcripcionales son reproducibles.
C) Los subtipos del CMTN muestran diferentes tasas de respuesta a la QT/NEO estandar.
D) EI CMTN con RA (+) tiene una mala respuesta a la QT/NEO estandar y potencialmente son
sensibles a los inhibidores de PI3K.
E) A medida que se aumente la cantidad de pacientes analizados en la muestra, asi aumentara la
cantidad de subtipos encontrados.

Basandonos en estos resultados, postulamos que es completamente inapropiado tratar de manera
uniforme a todas las pacientes con CMTN.

c¢) Uso de Sales Platinadas en el cAncer de mama

Las sales platinadas incluyen Carboplatino y Cisplatino, estas ejercen su mecanismo de accion
ocasionando rupturas de doble cadena del DNA, las cuales pueden ser especialmente importantes en
células con deficiencia en el mecanismo de la RH tales como células con BRCA mutado y CMTN.
Poniendo este concepto en la practica clinica, Rocca y colaboradores** realizaron un estudio
retrospectivo en donde se analizaron biopsias trucut de pacientes con cancer de mama tratadas con
quimioterapia neoadyuvante basada en cisplatino y demostraron que la administracion del Cisplatino
sin Antraciclinas brind6 una mayor tasa de RPC en pacientes con tumores p63 positivos.

Recientemente, evidencia solida ha sido publicada respecto a la actividad del Platino en el CMTN,
esta evidencia fue presentada en dos grandes estudios aleatorizados fase Il en pacientes tratadas con
QT/NEO: el estudio GeparSixto,?* en el subgrupo de pacientes con CMTN, se compard el Paclitaxel
neoadyuvante, Doxirrubicina, y Bevacizumab con (159 pacientes) 6 sin (161 pacientes)
Carboplatino. La tasa de RPC mejord de 37.9% hasta 58.7% cuando se afiadi6 Carboplatino. El
segundo estudio es el CALGB40603 (NCT00861705) es un estudio aleatorizado fase II en el cual se
valor6 el afiadir Carboplatino + Bevacizumab a un régimen neoadyuvancia con Paclitaxel semanal

8



seguido de AC en dosis densas en 443 pacientes con CMTN etapas 1I/I11.>° La tasa de RPC aument6
de 41% hasta 54% cuando se adiciono el Carboplatino; el Bevacizumab no brindé ningtn beneficio.
Es importante saber que ninguno de los dos estudios previamente mencionados, valoro6 el impacto de
la RPC obtenida en el Periodo Libre de Enfermedad (PLE) ni la Sobrevida Global (SG).

Podemos concluir que el anadir agentes platinados al régimen de QT/NEO, en pacientes con CMTN
resulta en una tasa mas elevada de RPC.?* El Carboplatino ha demostrado su actividad en pacientes
con CMTN y mutaciones germinales de BRCA1/2.

2) Estructuray funcion de BRCA

Los genes BRCA1/2 pertenecen a la familia supresora de tumores debido a su capacidad de reparar
ADN dafiado a través de un proceso conocido como reparacion de la doble cadena de ADN.* Por lo
tanto una mutacion heredada en cualquiera de estos genes combinada con la perdida de
heterocigosidad predispone a las células a la inestabilidad cromosomal y aumenta potencialmente la
probabilidad de transformacion maligna y desarrollo de cancer.

El sindrome céncer de mama y ovario hereditario es la causa de un 90% de los canceres de ovario
hereditarios que frecuentemente estd asociado con mutaciones en los genes BRCAL/2. Las bases
genéticas del sindrome cancer de mama y ovario hereditario son una mutaciéon germinal heredada en
un alelo de los genes de BRCAL 6 BRCA2 y una subsecuente pérdida de la heterocigosidad en los
tejidos somaticos.*® Algunas de las caracteristicas principales de este sindrome incluyen multiples
miembros familiares con cancer de mama/ovario, historia personal de cancer de mama y ovario,
desarrollo de cancer de mama u ovario a una edad temprana, asi como historia familiar de cancer de
mama masculino.*®

El gen de BRCA1 fue clonado por primera vez en 1994 como uno de los genes que confieren
predisposicion genética al inicio temprano del cancer de mama y de ovario. La primera evidencia
contundente que sugirié la presencia de un gen susceptible para el cancer de mama fue presentada
por Hall et al en 1990,*” documentando una estrecha relacion entre el cromosoma 1721 en familias
con inicio temprano de cancer de mama. La relacion de BRCA2 con el cancer de mama de inicio
temprano fue descubierta en 1994.*® Desde entonces, el analisis Genético es utilizado en la
educacion, manejo de decisiones y pronostico de las pacientes con cancer de mama.*® Entender la
biologia estructural de BRCA1 y BRCA2 es importante para comprender tanto su funcion fisiologica
como fisiopatologica.

a) Estructurade BRCA 1
En su estado normal el gen BRCAL funciona como un gen supresor de tumores, inhibiendo la
proliferacion aberrante de células tumorales. BRCAL estd compuesto por 22 exones y codifica para
una proteina de 1,863 residuos de aminoacidos (Figura 1). La proteina presenta un dominio de dedos
de zinc tipo “RING” en su region amino terminal y dos repetidos tipo “BRCT” en la region carboxilo
terminal.*°

a) Estructura de BRCA2

El gen BRCAZ2 presenta 26 exones que codifican para una proteina de 3,418 aminoacidos (Figura 2).
La proteina que codifica este gen presenta ocho copias de un repetido conocido como “BRC”, estos
repetidos tienen la capacidad de interactuar con otras proteinas como RADS51, implicada en la
reparacion y recombinacion del DNA.3L 32 BRCA2 esta localizado en el brazo largo (q) del
cromosoma 13 en la posicion 12-3 (13q12-3) y tiene 84,188 pares de base de largo.*® BRCA2 esta
caracterizado por un exon 11 muy largo el cual codifica motivos de péptidos requeridos para la
interaccion con la proteina RAD5153,
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Figura 1. Mapa del dominio de BRCAL

En su estado normal BRCA1 funciona como un gen supresor de tumores, inhibiendo la proliferacion
aberrante de las células tumorales. Las mutaciones de BRCAL ocurren en su mayor porcentaje en el
dominio RING, exones 11-13 y el dominio BRCT. El dominio RING que contiene serina (SCD), asi

como el dominio BRCT estan indicados en la figura como secuencias NES y NLS. Las lineas so6lidas
horizontales indican dominios de unién proteica especificos. Los circulos de color rojo indican sitios

de fosforilacion.>*

BRCA2
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Figura 2. Estructura de BRCA2
Estructura esquematica de BRCA2, demostrando detalles clave y sus dominios. BRCA2 esta
caracterizado por un exoén 11 muy largo, contiene los ocho motivos peptidicos de “BRC” que son
importantes para la interaccion con RADS51. Un dominio de uniéon ADNss se encuentra en la
terminal-C de BRCA2.

b) Funciones de BRCA1/2
BRCA1 ha sido implicado en varias funciones celulares importantes: reparacion al ADN dafiado,
ubiquitinacion, control del ciclo celular y apoptosis, asi como regulacion de la transcripcion (Figura
3). Aunque las estructuras de los genes BRCAL y BRCAZ2 son muy diferentes, al menos algunas
funciones se encuentran interrelacionadas. BRCA1/2 se encuentran involucrados en la regulacion de
la proliferacion celular, estabilidad cromosomal y la reparacion del ADN por medio de la RH.36-°
BRCA2 se une a la cadena sencilla del ADN e interactia directamente con la recombinasa RADS51
para estimular la invasion de la cadena, un paso vital de la recombinacion homologa (Figura 4).
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Figura 3 Funciones de BRCA
BRCALI tiene un papel central en la respuesta del dafio al ADN, la cual se inicia a partir de insultos
tales como el uso de agentes quimioterapéuticos basados en platino. Varios inhibidores moleculares
pueden tener como diana a BRCA1 de manera directa o indirecta, resultando en la falla de reparacion
del ADN y como consecuencia la apoptosis celular.®% ¢!

BRCA2 BRC repeats
N —HHHHHH—COH = 3418aa

( RADS51 RAD51 \

i DNA recombination

HMG20K

Cytokinesis

Figura 4 Recombinacion Homologa
Representacion esquematica de la interaccion de BRCA2 con la proteina RAD 51. El circulo gris
enfatiza la influencia reciproca de los 8 repetidos de “BRC” con la proteina RADS51, fendmeno clave
en la via de Recombinaciéon Homologa del ADN. BRCS5 se une directamente a HMG20B, y esta
interaccion regula una funcion, ain desconocida, para HMG20B en el proceso de division celular por
la citocinesis.

La localizacion del RADS1 con respecto a las rupturas de la doble cadena requiere la formacion del
complejo BRCA1-PALB2-BRCA2. PALB2 (Partner and localizer of BRCA2)® puede funcionar de
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manera sinérgica con una quimera de BRCA2 (piBRCA?2) para posteriormente promover la invasion
de la cadena de ADN (Figura 5).%* BRCA1 y p53 han demostrado igualmente tener una interaccion
funcional,® y la tumorigénesis puede resultar cuando la inhibicion de BRCA1 y la mutacion de p53
acttian de manera sinérgica para incitar la inestabilidad cromosomica.®
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Flgura 5.
La via de la Recombinaciéon Homoéloga es un proceso complejo que involucra maltiples proteinas.>

3) Importancia clinica de las anormalidades de BRCA
a. Mutaciones

El cancer de mama esporadico ocurre aproximadamente en 90% de los casos; por el contrario menos
del 10% de los casos de cancer de mama estan asociados con una mutacion genética germinal
(heredada). La mayoria de las mujeres con un cancer de mama hereditario son portadoras de una
mutacion en uno de los dos genes susceptibles del cancer de mama BRCAL localizado en el
cromosoma 17q21 y BRCA2 localizado en el cromosoma 13q12-13.7 El patron de herencia de las
mutaciones de BRCA1 y BRCAZ2 es autosomico dominante, altamente penetrante. De manera menos
frecuente el cancer de mama est4 asociado a otros sindromes hereditarios, tales como Li-Fraumeni y
Cowden los cuales estan asociados a mutaciones en los genes TP53 y PTEN respectivamente

En pacientes con CMTN que no fueron seleccionadas por edad 6 historia familiar, se encontrd una
incidencia de mutaciones de BRCA1 de 9-28% asi como una incidencia de mutaciones de BRCA2
de 4-17%.%% Mas de 1700 mutaciones tnicas de BRCAL han sido reportadas al Breast Cancer
Information Core Database.®® De estas mutaciones, 858 han sido confirmadas como “clinicamente
significativas”. Las mutaciones clinicamente significativas son aquellas que causan un riesgo elevado
de cancer y resultan en una proteina con funcion reducida o en la ausencia de un producto proteico.
Tres dominios de la proteina de BRCAI1 se encuentran mutados en pacientes con cancer de mama
con una frecuencia relativamente alta.” 7! Estos dominios incluyen el dominio RING (exones 2-7),
una region codificada por exones 11-13, y el dominio de BRCT (exones 16-24) (Figura 1).

La pérdida de funciéon de BRCA1 ha sido identificada en pacientes con cancer de mama y ovario
esporadico y familiar. En los tumores esporadicos se presenta la expresion reducida de un gen
normal, mientras que en el cancer familiar una mutacion germinal patogénica de BRCAI1 es
detectada. Los portadores de estas mutaciones germinales tienen un riesgo de por vida de desarrollar
cancer de mama (50-85%) y céancer de ovario (15-60%).5% 72

b. BRCAnNess en el cancer de mama
La definicion BRCAness comenzo6 a ser utilizada en 1996 después de que estudios en los genes
BRCA1/2 en el cancer esporadico de ovario demostraron multiples defectos en la via de BRCA
capaces de explicar un fenotipo similar a aquellos con BRCA mutado.”>”® Hoy en dia el término
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BRCAness se utiliza para describir los cambios genéticos y epigenéticos en tumores esporadicos que
resultan en la ruptura de doble cadena de DNA, teniendo como consecuencia una menor capacidad
de reparar estas lesiones mediante el mecanismo de RH, y demostrando mayor respuesta al
tratamiento con inhibidores del PARP asi como a los agentes quimioterapéuticos que atacan al
ADN.S’ 79-81

El grupo de Tan y colaboradores, han propuesto un sindrome clinico de BRCAness, que ocurre entre
el 10-15% de pacientes con cancer epitelial de ovario (CEO) y con mutaciones asociadas a los genes
de BRCAL/2. Este sindrome se caracteriza por 1) alta respuesta global (95.5% vs 59.1%; P = .002)
asi como alto grado de respuestas completas (81.8% Vvs 43.2%; P = .004) al tratamiento de primera
linea basado en platino; 2) alto grado de respuesta a la quimioterapia basada en platino en la primera
recaida asi como en recaidas subsecuentes; 3) largos periodos libres de tratamiento entre las recaidas
(5 vs 1.6 anos; P = .001) 4) aumento en la sobrevida global (8.4 vs 2.9 afios; P = .002)
(especialmente en los estadios mas avanzados) y 5) tumores que son usualmente, pero no
exclusivamente, de histologia serosa.”

Las caracteristicas fenotipicas de BRCAness reflejan una funcion defectuosa de la via de BRCA en
las células neoplasicas. Los defectos moleculares que conducen al fendémeno de BRCAness, son los
siguientes.®?

DEFECTOS MOLECULARES QUE PUEDEN LLEVAR A BRCAness
MECANISMOS ALTERADOS % EN CANCER DE OVARIO
Mutaciones germinales en BRCA1/2 10-15
Mutaciones somaticas en BRCA1/2 5-10
Metilacion del promotor de BRCAL 5-30
Amplificacion del gen EMSY 20
Complejo de anemia de Fanconi 21
Delecion/mutacion focal de PTEN 7
Hipermetilacion de Rad51C 3
Mutacion de ATM/ATR 2

Tabla 4. Defectos moleculares que conducen al fenémeno de BRCAness

I. BRCAness y los procesos epigenéticos
El término de epigenética fue acufiado por Waddington en 1953 para referirse al estudio de las
interacciones entre los genes y el ambiente que se produce en los organismos. La epigenética estudia
todos aquellos factores no genéticos que intervienen en el desarrollo de un organismo asi como en la
expresion genética sin cambio en la secuencia de nucle6tidos.®?

Poniendo de lado al grupo de pacientes con mutaciones de BRCA, podemos concluir que el patron
del comportamiento bioldgico y clinico de BRCAness es el resultado de diferentes procesos
epigenéticos. La metilacion aberrante del promotor de BRCA1 en las islas CpG ha demostrado que
causa una disminucién en la expresion de BRCAL en 5-30% de los tumores ovaricos resultando en
BRCAness.”*76- 84 Chiang y colaboradores demostraron que la metilacion del promotor de BRCALI
puede ser un factor pronostico particularmente adverso cuando se le compard con las mutaciones
germinales de BRCAL.%

ii. Metilacion del promotor como mecanismo de silenciamiento protéico
La carcinogénesis puede ocurrir como resultado de alteraciones en distintos componentes
epigenéticos. Entre ellos uno de los procesos epigenéticos mas estudiados en cancer es la metilacion
del DNA. Esta es la incorporacion de un grupo metilo en la posicion 5 de la citocinas que conforman
principalmente los dinucledtidos CpGs. Con respecto a la metilacion del DNA en el cancer, se han
reportado principalmente dos fenémenos trascendentales, por un lado la hipometilacion global, la

13



cual permite la desestabilizacion de secuencias repetidas y la expresion de multiples genes
silenciados como los transposones; y por otro lado es la hipermetilacion local del DNA.3¢ Este
mecanismo se observa principalmente en unas regiones ricas en Citocinas y Guaninas las cuales se
conocen como islas CpGs (Figura 6). Actualmente se ha reportado que mas del el 60% de los
promotores génicos estdn embebidos en islas CpG, por lo cual la hipermetilacion de éstas regiones
impacta fuertemente en la regulacion de la expresion de miltiples genes, como los genes supresores
de tumores y genes de reparacion del DNA, entre otros.”° La inactivacion de los genes supresores
de tumores a menudo resulta en la proliferacion anormal o supervivencia celular aberrante,
resultando en la transformacion maligna.?” 8 °! La metilacion aberrante de DNA en los sitios CpG,
en la regién promotora de un gen, puede causar alteraciones en la expresion génica y por lo tanto en
la traduccién de la proteina del gen. Una disminucion en la abundancia de la proteina de BRCA1
puede ocurrir de igual manera a través de la metilacion de la region promotora del gen; diversos
estudios han demostrado que la metilacion de la region promotora de BRCAL usualmente lleva a una
expresion disminuida de su proteina en los tumores ovaricos.”?%*

(O No Metilado
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Expresion Génica
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Figura 6 Metilacién del promotor.

En el ADN genémico, un grupo metilado puede ser afiadido a la citosina para formar una 5-
metilcitosina. Este proceso es conocido como metilacion del ADN y principalmente ocurre en
citosinas que son seguidas por una guanina (5'CG3"). Muchos genes en el genoma humano tienen
regiones ascendentes (upstream direction [3' --> 5']) ricas en CG llamadas islas CpG. La metilacion
del ADN de la isla de CpG en un gen reprime la expresion genética.

El gen BRCA1 presenta un promotor el cual se encuentra embebido en una isla CpG. En este
promotor se caracterizO una region conocida como “PRR” (de sus siglas en ingles “Positive
Regulatory Region™), la cual es crucial para que el gen presente una regulacion adecuada de la
transcripcion.” En el cancer de mama esporadico se ha demostrado la metilacion aberrante del DNA
en ésta region asi como su asociacion con la pérdida de expresion del gen, y una pobre sobrevida
global, sugiriendo su importancia en la regulacion de la expresion del gen.”® 7 Posteriormente en el
2004 el grupo de Butcher y colaboradores demostraron la presencia de la proteina CTCF, la cual
tiene la capacidad de proteger al promotor de BRCAL en contra de la metilacion del DNA, la pérdida
de dicho factor en cancer de mama se ha asociado con la hipermetilacion del promotor del gen.”® %
Por otro lado, el promotor del gen BRCA2 se localiza en la region -66 1 129 con relacion al sitio de
inicio de transcripcion. Esta region también se encuentra asociada a una isla CpG.'1% Al igual que
BRCAL, el promotor del gen BRCA2 se ha reportado metilado en pacientes con cancer de mama y/u
ovario.”® 191 Sin embargo a diferencia de BRCAI, la hipermetilacion del promotor del gen de
BRCA2 no ha sido reportada como una causa de su inactivacion y por lo tanto carece de significado
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clinico hasta el momento,'’> lo que sugiere que otros mecanismos epigenéticos pueden estar
involucrados en su silenciamiento génico.

Recientemente se ha demostrado que el factor transcripcional CTCF protege al promotor de BRCA1
en contra de una metilacion del DNA aberrante. En muestras de tumores de cancer de mama se ha
demostrado la disociacion de éste factor al promotor del gen y por ende el silenciamiento de BRCAI
por metilacion del DNA.%® % Un estudio subsecuente indicé que la metilacion de la region promotora
de BRCAL1 puede ser un factor prondstico particularmente adverso cuando se le compar6 con las
mutaciones germinales de BRCA1 y con la ausencia de mutacion.®> En otro reporte se observa que el
silenciamiento epigenético de BRCA1 y las mutaciones de BRCA1/2 son mutualmente exclusivas;
las pacientes con silenciamiento epigenético de BRCA1 se caracterizaron por tener un prondstico
similar con aquellas portadoras del tipo silvestre (sin mutaciones). Particularmente en pacientes con
CEO, un perfil de expresion tipo BRCA estuvo asociado a periodos de supervivencia prolongados,'??
probablemente debido a una buena respuesta a la quimioterapia basada en Platino.

iii. Reduccion de la abundancia proteica de BRCA1
En el cancer esporddico de mama u ovario, la abundancia de la proteina BRCAI se encuentra
reducida en aproximadamente un tercio de las pacientes.'® 95 Esta reduccion de la abundancia
puede ser el resultado de diferentes factores tales como: pérdida de un alelo de BRCAL, falta de
regulacion transcripcional,'® corte-empalme alternativo,'”” o metilaciéon aberrante de la region
promotora del gen.!”® Los defectos en la localizacion sub-celular de la proteina de BRCA1 han sido
igualmente reportados.'?

El factor de riesgo mas importante para el desarrollo de CEO es una historia familiar de cancer de
mama y/o ovario asociado con mutaciones germinales en BRCA1 o BRCA2, alcanzando entre un 5-
15% de los casos de CEO.!!? No obstante, BRCA se ha encontrado con disminucion de regulacion en
un 15%-72% de los casos esporadicos de CEO por medio de mecanismos epigenéticos.’s: 1> 112 Por
lo tanto la deficiencia de BRCAL es significativa en la patogénesis del CEO esporadico y hereditario.

4) Terapias blanco en el cancer de mama triple negativo BRCAnNess positivo

a. El papel del PARP en el cancer de mama triple negativo
Las células con deficiencias en los genes de la via de RH son incapaces de reparar las RDC-ADN por
medio de RH libre de errores, resultando en inestabilidad gendémica y la predisposicion a la
transformacion maligna. Los genes con deficiencias en la RH han demostrado que confieren una
sensibilidad extrema a la inhibicion de la poli-ADP ribosa polimerasa (PARP).!!3 114

Las PARP son una familia de 17 proteinas intranucleares, la mas abundante es PARP 1, que catalizan
la polimerizacion de Poly ADP-ribosa a partir de un substrato de dinucle6tido de nicotinamida
adenina (NAD+).!'5 Ellas juegan un papel primordial en la reparacion de las rupturas de cadena
simple de DNA por medio del mecanismo de reparacion de escision de bases; la inhibicion del PARP
resulta en la deficiencia de la reparacion de rupturas de cadena simple (Figura 7). Las rupturas de
cadena simple que quedan sin reparar y que posteriormente se encuentran con una horquilla de
replicacion de DNA resultan en rupturas de cadena doble. Las células normales son capaces de
reparar las rupturas de cadena doble por medio de la via de reparacion de RH. Sin embargo, las
células con BRCA defectuoso son incapaces de reparar las rupturas de cadena doble debido a
deficiencias en la via de RH y se ven forzadas a utilizar la via de union de extremos no homologos
(NHEJ, por sus siglas en inglés).!!% 116 La NHEJ se desarrolla mediante la escision del DNA y la
insercion posterior de fragmentos intactos de DNA. Este mecanismo de reparacion es menos eficaz
que la RH, porque se satura de forma temprana, y conlleva a un cumulo de aberraciones
cromosomicas (tales como translocaciones y fusion de los telémeros) que pueden desencadenar
procesos de carcinogénesis.® 117
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La inestabilidad gendmica resultante lleva finalmente a la muerte celular. Las células con deficiencia
en el mecanismo de RH son particularmente sensibles a la terapia con platino debido a que son
incapaces de reparar el dafio al DNA causado por los compuestos de platino.!!3 114118
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Figura 7. Terapia diana de BRCAL en el cAncer de mama.

BRCAI1 es pieza clave en la respuesta al dafio de DNA, la cual se inicia como consecuencia de
insultos a su estructura tal como es el uso de agentes quimioterapéuticos basados en platino. Diversos
inhibidores moleculares pueden tener como diana a BRCA1 de manera directa o indirecta,
conduciendo a una falla en la reparacion del DNA dafiado y
finalmente a la apoptosis.

Las células con BRCA1/2 deficientes, en comparacion con el fenotipo silvestre, son extremadamente
sensibles a la terapia con inhibidores del PARP. Existen al menos tres potenciales funciones de los
inhibidores del PARP en el tratamiento del cancer de mama:
1) Sensibilizacién a la quimioterapia y la radioterapia
2) Letalidad sintética en pacientes con mutaciones hereditarias en los genes de BRCA1/2
(defectos heredados en la recombinacion homologa)
3) Tratamiento de pacientes con tumores que posean BRCA deficiente, BRCAness, asi como
defectos en la reparacion de DNA tales como aquellos vistos en el CMTN.

I1l.  HIPOTESIS DEL PROYECTO

La hipermetilacion del DNA en el promotor BRCA1 y/o la baja expresion de BRCA1/2, contribuyen
al fenotipo BRCAness en pacientes con cancer de mama triple negativo sin mutaciones somaticas y
germinales en BRCA1/2. En el tratamiento con Antraciclinas y Taxanos, las pacientes con CMTN
portadoras del fenotipo BRCAness se asociaran a una menor respuesta patologica completa, asi
como una recurrencia mas pronta en comparacion con aquellas BRCAness negativas.
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Figura 8. Disefio del estudio.
CMTN: Cancer de Mama Triple Negativo, SG: Sobrevida Global,
PLE: Periodo Libre de Enfermedad

V. GRUPOS DE ESTUDIO

Grupol: Pacientes con CMTN localmente avanzado tratadas con QT-NEO convencional BRCAness
positivas.
Grupo2: Pacientes con CMTN localmente avanzado tratadas con QT-NEO convencional BRCAness
negativas.

VI. TAMANO MUESTRAL.:

Estudio retrospectivo de pacientes con diagnostico de CMTN locamente avanzado, tratadas con QT-
NEO convencional entre 01. Abril. 2007 — 01. Abril. 2010, con un seguimiento minimo de 5 afios
posterior a la QT-NEO. Un total de 156 pacientes con CMTN localmente avanzado tratadas con QT-
NEO convencional.

VII.  ANALISIS ESTADISTICO:

La fecha de primera recurrencia (PR) fue definida como el primer signo de progresion de
enfermedad basada en estudios de imagen segln los criterios de RECIST. La medida de PLE fue
definida como el periodo de tiempo entre el inicio del primer tratamiento (QT-NEO) y la fecha de
primer recurrencia. La SG se calculd desde la fecha de inicio de tratamiento (QT-NEO) hasta la
fecha de muerte de la paciente debido a cancer de mama (tiempo cuantificado en meses) para
pacientes con BRCAness (+/-), y Etapa Clinica (EC) mediante la prueba de Kaplan-Meier log rank.
Odds ratio sera realizado utilizando regresion logistica multivariada y aplicando el modelo
proporcional Odd para valorar la evidencia de no asociacion entre BRCA1/2 y otros parametros
clinicos (edad, grado histologico y etapa clinica) en el andlisis de sobrevida. Todos los analisis
estadisticos seran realizados utilizando el software R. Nosotros definimos el intervalo libre de
tratamiento (ILT) como el tiempo entre cada linea de tratamiento y esto fue calculado desde la fecha
del ultimo ciclo de quimioterapia de primera linea hasta la fecha del primer ciclo de quimioterapia de
segunda linea.
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Criterios de inclusion: Pacientes con diagnostico de CMTN localmente avanzado tratadas con QT-
NEO y llevadas a cirugia posterior al tratamiento neoadyuvante entre 01. Abril. 2007 — 01. Abril.
2010, en el Instituto Nacional de Cancerologia.

Criterios de exclusidn: Pacientes con perfil molecular diferente al Triple Negativo, pacientes que no
hayan sido tratadas con QT-NEO, pacientes en etapa metastasica.

Criterios de eliminacién: Pacientes con expedientes incompletos en donde no se encuentre un
registro adecuado de las variables por analizar.

Analisis de variables:

1. Edad al momento de diagnostico.

. Diagnostico de Hipertension arterial y/o Diabetes Mellitus.
. Indice de masa corporal.

. Numero de embarazos.

. Uso de anticonceptivos orales.

. Etapa clinica al momento del diagnostico.

. Tipo histologico.

. Grado de Scarft-Bloom-Richardson (SBR).

. Permeacion linfovascular.

10. Estado inmunohistoquimico de RE, RP y HER2.

11. PR, SG, PLE, ILT.

12. Antecedente familiar de cancer de mama.

13. Estado funcional.

14. Quimioterapia neoadyuvante administrada.

15. Respuesta Patologica Completa.

16. Presencia de margenes positivos.

17. Realizacion de ganglio centinela y reporte histopatologico.
18. Realizacion de diseccion radical axilar y reporte histopatologico.

O 0 31O\ D K~ WIN

Periodo _de realizacion del proyecto de investigacion: Pacientes con diagnéstico de CMTN
locamente avanzado, tratadas con QT-NEO convencional entre 01. Abril. 2007 — 01. Abril. 2010, en
el Instituto Nacional de Cancerologia, con un seguimiento minimo de 5 afios posterior a la QT-NEO.

VIIl. OBJETIVOS

Objetivo: Investigar si la presencia del fenotipo BRCAness puede predecir la respuesta al
tratamiento con QT-NEO basada en Antraciclinas y Taxanos en pacientes con CMTN localmente
avanzado.
1) Objetivo Primario: Determinar el papel de la metilacion del DNA en la inactivacion de la
expresion de los genes de BRCA1/2 y su repercusion como potencial marcador de BRCAness en el
CMTN.
2) Objetivos secundarios:
1. Analizar el genotipo germinal y somatico de los genes BRCA1/2 en las muestras analizadas.
v" Seleccionar a los tumores sin mutaciones somaticas ni germinales para BRCA1/2.
ii. Evaluar los niveles de expresion del gen BRCA1/2.
v’ Analizar el impacto de la expresion del gen BRCA1/2 en la respuesta al tratamiento con QT-
NEO basado en Antraciclinas y Taxanos.
v" Determinar el Periodo Libre de Enfermedad (PLE) en pacientes con CMTN y su relaciéon con
expresion del gen BRCA1/2.
iii. Analizar el estado de metilacion del DNA sobre el promotor de BRCAT.
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v’ Analizar el impacto del estatus de metilacion del DNA sobre el promotor de BRCA1 en la
respuesta al tratamiento con QT-NEO basado en Antraciclinas y Taxanos.

v Determinar el PLE en pacientes con CMTN y su relacion con el estatus de metilacion del
DNA sobre el promotor de BRCAL.

IX JUSTIFICACION

Las pacientes con cancer de mama BRCAness positivo han demostrado una sobrevida global mas
prolongada cuando son tratadas con agentes alquilantes,’? sin embargo la QT-NEO convencional en
el CMTN localmente avanzado no incluye el uso de estos agentes; por lo tanto es probable que la
valoracion del estado de BRCAness sea ttil unicamente en aquellas pacientes con CMTN. El andlisis
de los procesos epigenéticos responsables del patron de BRCAness en el CMTN localmente
avanzado, nos permitird identificar un grupo especifico de pacientes que tendra una respuesta
suboptima a la QT-NEO convencional, y una mejor respuesta a la QT-NEO basada en Platino, e
inhibidores del PARP.

En la actualidad no existe una prueba de laboratorio estandarizada que pueda detectar la existencia
de BRCAness; no obstante varios tipos de técnicas estan siendo desarrolladas con la finalidad de
personalizar la quimioterapia administrada en las pacientes con CMTN. La valoracion del estado de
BRCAness ha sido descrita recientemente mediante el uso de Hibridacion Genémica Comparativa en
array (aCGH) o mediante la Amplificacion de Sondas Dependiente de Ligandos Multiples
(MLPA).*? La tasa reportada de BRCAness en pacientes con CMTN, mediante las técnicas de aCGH
y MLPA, es de 66—69%, en comparacion con 18% cuando se toman en cuenta todos los subtipos de
cancer de mama.?® 3 3¢ La subclasificacion del CMTN BRCAness positivo/negativo tendrd como
resultado un tratamiento oncoldgico individualizado, asi como una sobrevida mas prolongada y una
mejor calidad de vida. Por lo anterior, nuestro proyecto propone la identificacion del estado de
BRCAness mediante la valoracion de la metilacion del promotor de BRCAT1 por métodos de bisulfito
acoplado a secuenciacion masiva en pacientes del INCan. Hasta el dia de hoy no existe estudio
alguno sobre el fenotipo BRCAness (en cualquier tipo de neoplasia) realizado en nuestro pais.

X MATERIALES Y METODOS

a) Seleccion de pacientes.

Criterios de inclusion:

-Pacientes con cancer primario de mama triple negativo localmente avanzado.

-Pacientes tratadas con QT-NEO basada en Antraciclinas y Taxanos.

-Pacientes llevadas a cirugia posterior al tratamiento neoadyuvante.

Se incluyeron en este proyecto pacientes tratadas con QT-NEO basada en Antraciclinas y/o Taxanos
con diagnoéstico de Cancer de Mama Triple Negativo. Para cada paciente se registraron los datos
clinicos, asociados con las modalidades de tratamiento, calidad de respuesta terapéutica, asi como
seguimiento a largo plazo durante al menos 5 afios. La respuesta al tratamiento fue recabada de cada
expediente obteniéndose las respuestas clinicas, radioldgicas y patologicas para cada paciente.

b) Obtencidn de tejido tumoral, extraccion de proteinas, DNA, RNA.

Para la realizacion de nuestro estudio utilizaremos un fragmento de tejido tumoral, preservado en
parafina. El procedimiento de la toma de la muestra se realizara conforme al protocolo aprobado por
el comité de ética y el comité cientifico Las muestras tumorales seran examinadas por un patélogo
capacitado (Dr. Manuel Pérez Sanchez) para evitar la presencia de contaminacion con tejido no
tumoral.

C) Anélisis de mutaciones somaticas y germinales de BRCA 1/2.
Las mutaciones germinales y somaticas en BRCA1/2 se analizaran por secuenciacion masiva en el
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equipo MiSeq System (Illumina) por medio de comparaciones entre pares de DNA tumor:normal
como sigue:

1. Preparacion de librerias de ADN para secuenciacion masiva. Se emplearan 200 ng de ADN
extraido de tumor para amplificar la region codificante los genes BRCA1/2 por medio de
metodologias de PCR empleando el kit GeneRead DNA Gene Panel Custom V2 (Qiagen), siguiendo
las indicaciones del fabricante. Las librerias de cada paciente incluirdn una etiqueta molecular
especifica (barcode) para su identificacion. El control de calidad de las librerias se realizara
empleando el equipo de micro-electroforesis de acidos nucleicos Bioanalyzer (Agilent).

2. Secuenciacion masiva en paralelo de librerias de ADN. Las librerias de cada paciente serdn
secuenciadas en el equipo MiSeq System (Illumina), empleando el kit MiSeq Reagent kit V3
(Illumina), siguiendo las especificaciones del fabricante. Como control positivo se analizara ADN
genomico de pacientes con CMTN que fueron previamente identificados como positivos para
mutaciones en BRCA1/2.

3. Analisis bioinformatico. Para identificar alteraciones patogénicas en BRCA1/2, las lecturas de
secuenciacion se mapearan con la secuencia de referencia del genoma humano (GRCh38) de
BRCA1/2 empleando el programa GATK. Las alteraciones a considerar seran: cambios del
nucleoétido, inserciones y deleciones. Las muestras con alteraciones potencialmente patogénicas seran
visualizadas y analizadas con los paquetes IGV, Variant Interpreter, Variant Studio, PolyPhen2,
SIFT y ANNOVAR, y se cotejaran con bases de datos internacionales de cancer y variacion genética
en humanos (ClinVar, COSMIC, 1000 Genomes Project, Exome Sequencing Project NHLBI, dbSNP
141, TCGA) para identificar a las alteraciones con impacto en la funcion. Para confirmar la presencia
de mutaciones potencialmente patogénicas, las muestras seran validadas mediante la amplificacion
especifica por PCR de cada alteracion individual y seran analizadas de manera independiente por
medio de secuenciacion tipo Sanger.

d) RT-gPCR

El RNA extraido sera tratado con DNasa I (Invitrogen, Carlsbad, CA) antes de la creacion de DNAc
usando un hexdmero aleatorio cebado y la transcriptasa inversa de MMLYV (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Se utilizard la sonda de imprimacion de Applied Biosystems TagMan (Hs00173233 ml
(BRCAT), Hs00609060 m1(BRCA?2), Hs01920652 s1 (PTEN), Hs00907966 ml (PIK3CA)) para
cuantificar los niveles de expresion del RNAm utilizando QRT-PCR en tiempo real y un Sistema de
Deteccion de Secuencia ABI Prism 7900 HT (Applied Biosystems, Foster City, CA). La expresion
relativa de la cuantificacion del gen sera calculada de acuerdo con el método comparativo Ct que
utiliza RNA ribosomico 18S humano (Applied Biosystems, Foster City, CA) y los controles
comerciales de RNA (Stratagene, La Jolla, CA). La cuantificacion relativa sera determinada. Los
radios (en relacion expresion génica del tumor: promedio de todos los tumores) menos de X o mayor
que XX seran valorados como disminucion o aumento de la expresion de RNAm, respectivamente.

e) Metilacion del promotor de BRCA1

El estado de metilacion BRCA1 de cada tumor sera evaluado utilizando una técnica similar a la del
ensayo de MethyLight como ha sido previamente descrito por Eads y colaboradores.20 500 ng de
DNA de muestra seran sometidos a modificacion de bisulfito de sodio usando el protocolo de EZ
DNA Metilacion-Gold, segiin lo recomendado por el fabricante (Zymo Research, Orange, CA).
Posterior al tratamiento con bisulfito, el DNA sera amplificado por PCR y secuenciado en un
secuenciador masivo MiSeq System (Illumina). Las lecturas de secuenciacion seran mapeadas contra
secuencias de referencia de BRCA1 sin metilacion. Se calcularan los indices de metilacion (total de
bases metiladas/total de bases no metiladas) presentes en los dinucledtidos CpG de las secuencias
promotoras en los controles y en los tumores. Se establecera un punto de corte en los valores de
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metilacion en los controles contra el cual seran comparados los indices de metilacion de las lecturas
tumorales.

XI RESULTADQOS

ANALISIS DE SOBREVIDA ESPECIFICA DEL
CANCER EN PACIENTES CON CMTN
VARIABLE TASA DE
SOBREVIDA A5 P
ANOS %

HISTOLOGIA
DUCTAL 51.04
LOBULILLAR 50.68 906
OTRO 46.47
SCARFF-BLOOM-
RICHARDSON
-1 48.20 073
I 50.75
PERMEACION
LINFOVASCULAR
NO 50.43 417
SI 52.00
ETAPA CLINICA
11 49.11 313
I 51.30
QT-NEO
CON PLATINO 48.90 431
SIN PLATINO 52.59
RPC
CON PLATINO 56.84 .043
SIN PLATINO 46.34

Tabla 6. Andlisis de sobrevida especifica.

No se encontrd un impacto positivo en la sobrevida, en el grupo de pacientes tratadas con QT/NEO
basada en platino. El grupo de pacientes tratadas con QT/NEO convencional demostré una menor
tasa de Respuesta Patologica Completa (P=0.043)

Estudios recientes han demostrado que las mujeres con CMTN y mutaciones germinales de BRCA;
asi como aquellas con silenciamiento epigenético de BRCA, responden mejor cuando son tratadas
con QT/NEO basada en platino debido a que poseen defectos en la via de Recombinaciéon Homdloga,
fenomeno conocido como Letalidad Sintética. Es necesario identificar aquellas pacientes con CMTN
que tendran una respuesta superior a la QT/NEO basada en Platino mediante la determinacion de
BRCA deficiente.
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Figura 11. Sobrevida Global por grupos de quimioterapia neoadyuvante con o sin Platino.

Las pacientes con tumores BRCAness positivos tienen un mayor periodo de sobrevida cuando son
tratadas con agentes alquilantes. Las mutaciones germinales en los genes de BRCA1/2 han sido
asociadas con < 15% de los casos de CMTN, sin embargo el grupo de pacientes que se beneficiaran
del tratamiento con quimioterapia blanco y/o inhibidores del PARP puede ser mayor cuando se
administra en aquellas que son portadoras de BRCAness; en comparacion con aquellas con mutacion
de BRCA1/2. En nuestro estudio la QT/NEO basada en Platino no demostré tener un impacto
positivo en la SG en comparacion con la QT/NEO convencional, sin embargo encontramos una
mayor tasa de RPC en el grupo de pacientes tratadas con QT/NEO basada en Platino (P=0.043).
Existe una necesidad imperativa del desarrollo de biomarcadores que tengan la capacidad de predecir
la respuesta a la quimioterapia en pacientes con CMTN; la determinacion del estado de BRCAness
previo a la administracion de QT/NEO basada en Platino puede llegar a tener un impacto positivo y
significativo en la sobrevida de este grupo de pacientes.

XI11 DISCUSION

El Céncer de Mama Triple Negativo es una enfermedad compleja. Su relativa infrecuencia,
agresividad asi como impresionante heterogeneidad han sido solo algunos de los retos con los que
los investigadores y los clinicos se enfrentan constantemente al tratar de lograr avances en el
tratamiento de esta enfermedad.

La presencia del fenotipo BRCAness ha sido identificada asi mismo, en otras neoplasias que afectan
a la mujer. La evaluacion de expresion de BRCA1/2 en el cancer de ovario ha demostrado tener un
impacto clinico. Hace mas de una década se propuso que la ausencia/disminucion de la abundancia
proteica de BRCA1 se encuentra fuertemente relacionada con el Céancer Epitelial de Ovario
(CEO)."? Existen diversos estudios que han demostrado una reduccion en la abundancia de BRCA1
en el CEO esporadico comparado con el tejido ovarico normal, al ser evaluado por técnicas tales
como la inmunohistoquimica (IHQ), estimacion de perdida de la heterocigosidad, niveles de ARNm,
e hipermetilacion de la region promotora de BRCA1.'?° Evidencia reciente sugiere que la deficiencia
de BRCA1 puede influir en la sobrevida de las pacientes con CEO. En la enfermedad esporadica, la
reduccion del RNAm de BRCA1 asi como los niveles de la proteina se correlacionan con un
aumento en la supervivencia indicando de esta manera el uso potencial de BRCA1l como un
marcador pronostico. 1% 118, 121-124
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En los ultimos 12 afios, 1,791 casos de cancer ovarico han sido analizados utilizando diferentes
técnicas de laboratorio con la finalidad de evaluar la expresion de BRCA1/2 (Tabla III). Como
resultados, se encontr6 que: la expresion reducida o ausente de BRCAL esté asociada con un estadio
avanzado de la enfermedad (III/IV)''® 122 grado alto (2/3)!'® 123125 histologia serosa 22 123y edad
joven al diagnostico (51-59 afios de edad). '?* 126127 Todos los estudios publicados que evaluaron la
correlacion entre la sobrevida y la reduccion/ausencia en la abundancia proteica de BRCAT en el
CEO esporadico, excepto uno'!!, lograron demostrar un impacto positivo en el resultado clinico de
las pacientes.

Con el objetivo de evaluar la efectividad en la deteccion de la proteina de BRCA1/2 como
herramienta predictiva en el resultado clinico de pacientes con céncer de ovario, se realizd una
revision sistematica de la literatura la cual nos permitié encontrar 20 estudios originales publicados
en revistas indexadas del 2000 al 2012 (Tabla II). De estos 20 estudios, trece han evaluado la
abundancia de las proteinas de BRCA1/2, mediante ensayos de inmunohistoquimica (IHQ) para la
determinacion protéica 74 1. 112, 119, 121-123, 1125, 128 y/5 mediante RT-PCR para la deteccion de
RNAm.”: 118 121, 123,124,129 De este subgrupo de 13, existen ocho estudios que han correlacionado la
expresion de BRCA1 con el resultado clinico de las pacientes. !> 112, 118, 121-124,128 By ¢inco diferentes
estudios, se demuestra que el aumento en la sobrevida global se encuentra asociado con una
disminucion o ausencia de la proteina de BRCA1!12 121-123, 128 y ¢on una reduccion en la expresion de
RNAm de BRCA1 en dos estudios.!'® 124 Por el contrario, Wang y cols, no se lograron demostrar una
asociacion entre la abundancia de la proteina BRCA1 y el prondstico de las pacientes!!! utilizando
ensayos de PCR y/o THQ, en tumores grado 1 y estadio I. Sin embargo, en el estudio de Wang entre
los 29 casos con estadio III y IV, se demostré una tendencia de sobrevivencia prolongada con la
pérdida de la proteina de BRCAL.

Todos los estudios que evaluaron la correlacion entre la disminucion y/o ausencia de la proteina de
BRCALI, en el cancer esporadico epitelial de ovario, utilizando las técnicas de PCR y/o IHQ, excepto
uno,!!'! lograron demostrar un beneficio en la respuesta clinica de las pacientes.

De los 20 estudios publicados con respecto a la expresion de las proteinas BRCA1/2 solamente 4 de
ellos incluyeron el analisis de expresion de BRCA2 en el carcinoma esporadico epitelial de ovario.
Ninguno de ellos fue capaz de encontrar un vinculo entre la disminucion/ausencia de la proteina
BRCAZ2 y la prevalencia del CEO o entre la disminucion/ausencia de BRCA?2 y la sobrevida de las
pacientes. Por el contrario, €l estudio publicado por Chan et al'?® demostrd una sobreexpresion
estadisticamente significativa del RNAm de BRCA2 en los especimenes tumorales. Entre las
mujeres con cancer ovarico seroso de alto grado, la mutacion de BRCA2, mas no la mutacioén de
BRCAI, ha sido asociada con una sobrevida prolongada, aumento en la respuesta de quimioterapia, e
inestabilidad gendmica comparada con el BRCA silvestre (wild-type).!? Interesantemente, Bolton et
al, encontraron un aumento en la sobrevivencia global a 5 afios en pacientes portadoras de
mutaciones BRCAL 0 BRCA2, mostrando un mejor pronostico aquellas pacientes con mutaciones de
BRCA2.13!
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Autor Técnica de Pacientes | BRCA1 | Metilacion | |BRCAL | Efecto de
evaluacion | concéncer | bajoo del por |BRCAl
de BRCA de ovario | ausente | promotor técnica en la

esporadico | por IHQ BRCAl diferente | sobrevida
P. Russell!!? HQ
LOH 57 90% N/A 44% N/A
RT-PCR LOH
M. Esteller”” LOH
MSp-PCR 31 N/A 31% 31% N/A
RT-PCR LOH
R. Baldwin’ MSp-PCR
LOH 81 15% 15% N/A N/A
THQ
D. Tong!'3? LOH 56%
51 N/A N/A LOH N/A
W. Zheng!?’ IHQ 16%
RT-PCR 38 34% N/A PCR N/A
K. Chan'? LOH LOH 40%
qRT-PCR 30 N/A 50% PCR 67% N/A
J. Hilton"® PTT
MSp-PCR 92 N/A 82% N/A N/A
LOH
C. Wang!!! IHQ
LOH 76 72% 31% N/A No se
PCR encontrd
C. Bozzetti'3? LOH 23 35%
N/A N/A LOH N/A
H. Kato'?¢ FISH 47 53% No se
N/A N/A FISH encontro
C. Wilcox!3* MSp-PCR 50 N/A 16% N/A N/A
M. Thrall'?? HQ 230 65% N/A N/A Aumento
en SG
J. Quinn!'® qRT-PCR 70 N/A N/A 67% Aumento
WB ImRNA en SG
E. Swisher!!2 HQ 107 36% 13.5% N/A Aumento
PCR en SG
J. Weberpals!'?* RT-PCR 51 N/A N/A % 1o Aumento
WB descrito en SG
ImRNA
J. Carser!?! [HQ 292 41% N/A N/A Aumento
qRT-PCR en SG
M. Radosa'? IHQ 27 44% N/A 11% Aumento
RT-PCR |mRNA en SG
J. Weberpals!'?® IHQ 251 65% N/A N/A Aumento
en SG
M. Nikbakht 13> | MSp-PCR 60 N/A 13% N/A N/A
I. Ruscito!?’ PCR 127 N/A 14.2% N/A Pendiente
Sesion de resultado
posters ASCO final

BRCAL en el Cancer Esporadico de Ovario.
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Tabla 5. Estudios publicados con enfoque en la reduccion de la abundancia de la proteina de




Abreviaciones: ASCO, Sociedad Americana de Oncologia Clinica; FISH, hibradacion in situ
fluorescente; IHQ, inmunohistoquimica; LOH, pérdida de heterocigosidad; Msp, especifica de
metilacion; N/A, no aplica; PCR, reaccién en cadena de la polimerasa; PTT, test de la proteina

truncada; qRT, cuantitativo en tiempo real; SG, supervivencia global.

X111 CONCLUSION

Estudios clinicos futuros debera enfocarse en realizar esfuerzos continuos para seleccionar terapias
blanco apropiadas basandose en la sub-etapificacion del CMTN. Esfuerzos continuos para la
recoleccion del tejido tumoral en pacientes que hayan sido llevadas a QT/NEO asi como aquellas con
presencia de enfermedad metastdsica para una mejor comprension de las vias relevantes que se
asocian con la patogénesis del CMTN asi como la resistencia terapéutica, y una estrategia de
curacion utilizando la combinacion de inhibidores complementarios de las diferentes vias de
crecimiento tumoral para maximizar la eficacia y minimizar la resistencia terapéutica.

Por otro lado el surgimiento de terapias diana y la medicina personalizada parecen ser un factor
prometedor en la terapia de pacientes con cancer de mama. Es necesario identificar aquellas
pacientes que tendran una mejor respuesta al tratamiento y a las que se les pueda brindar una mejor
alternativa de manejo, por ejemplo: con inhibidores de PARP. Principalmente poco se conoce a cerca
de los procesos epigenéticos responsables del patrén de BRCAness en CMTN; por lo cual, el estudio
de los procesos epigenéticos podria contribuir en el entendimiento de la respuesta a tratamiento en
los pacientes con dicho padecimiento.

La determinacion del estatus de metilacion de BRCA1 puede ser un factor predictivo importante de
respuesta a la terapia con inhibidores del PARP. El estado de metilacion, y por lo tanto funcional, de
otros genes implicados en la via de la recombinacion homodloga puede ser igualmente relevante con
respecto a la prediccion de respuesta a la terapia con inhibidores del PARP.
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